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MethodezurGewinnuiigemesWologfechaktivenmttElektroschockbeh^^^^^ 
und seine Verwendung 

Die vorliegende Erfindmg gehort zur Medizin md wird zm- Gewinnung eines biologisch ak- 
tiven und mit Elektroschock behandelten Blutserums verwendet, welches sich bei emigen 
Erkrankungeti und Storungen des menschlichen und tierischen Organismus als nittzlich er- 
weist ffinerRiewechsel und Gehalt an zyklischer Adenosinmonophosphotsaure im Himge- 
web.. Langzeitgedachni., Epilepsie ^w.) Waiters wird die V^endung 3^!" 
maJJen Blutserums zmt Regulierung der Proliferation untersohiedlicher menschhcher Tumor- 
zellen behandelt 

Stand der Technik 

Bekannt ist ein Verfabren zur GeWung einer aktiven Substanz aus Blutserum dcm die 
Entnahme des Bluts von Menschen und Tieren, die Inkuba^on sojie die Abs^u«^^ 
aktiven Substanz mit amchlieBender Konservienmg zugnmde hegt. Diese Mcthode betnffi 
L Gewixmung eines Blntserums, das die Widerstandsl^gkeit des KOrpers m bezug auf 
^oaene und endogene Faktoren wie Lufldruok, Lufttemperatur, Scbwerkraft, Licht etc. same 
hX! ScWaf- und sexuelle Bedurfhisse «sw. erhoht (sh. JP 2123287, BP 0 542 303; 

RU 2096041, RU 2120301). 

Das Blutserum wird hierbei von einem Spender entnommen, der zuvor in einen besti^imten 
funktionellen Zustand versetzt vsdrd. Dabei wird je nach Emwnrkungsgrad Blutserum mtt un- 
terschiedlicher biologiscber Aktivitat gewonnen, und zwar mit miogener, somnogener, oph- 
talmogencr, audioaktiver, thermoakdver, diStaktiver, sexaktiver, antil^ox«cher, Anbalko- 
hoi- und Antinikotinaktivimt. 

Ein anderes Verfabren. verOffentUcht in der EP 1 283 047. bescWbt die Behandlung von 
tierischem Blutserum , welches einer Gamma-Bestrahlung ausgesetzt wnrd mit dem Z.el. die 
biologisohe Akdvilat za erhOhen. 

Die votUegende Erfindung steUt eine Weiterentwicklung dieser Methoden dar und behandelt 
die unterschiedUchen Verwendungen des gewonnenen Blutserums. 

Gesenwartig witd nach peptidartigen Snbstanzen gesucht, welche die Zellptoliferation unter- 
SedUcher menschlicher Gewebearten reguUeren. Sowobl Stimulatoren als auch Inijibitoten 
f ^MlLTder normalen und pathologiscb somatisohen Zellen sowie Nervenzellen we^ 
Sl^elseitig erforscht [sb. A.cbmarin LP. "Neurocbemie^ Moskau, Verlag des Biomed. 
Chem. Instituts an der Russischen Akademie der Wissenschaften, 1996]. 



I 
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Es wurde festgestellt^ dass neben den allgemeinen Aktivierungsfunktionen dor peptiden 
Wachstumsfaktoreji - Mitosestimulation, Zelldifferenzierung und Zellwachstuin zmterschied- 
licher Arten des Normalgewebes^ sohnellor Wmdheilxing - Wachstumspeptide zm Tuxnorbil- 
dung ftihren kOnnen [sh. Bomieres P. // Growth hormone effects on carbohydrate and Lipid 
metabolism, Honn, Res.j» 1993, Vol 40> P- 31; Robinson C. // Growth factors: therapeutic 
advances in wound healing. Ann. Med,, 1993, Vol 25, P. 535; Dlegnez C, Casanueva F- // 
Influence of metabolic substrates and ibesity on growth hormone secretion. Trends Endoctin. 
MetaK, 1995, V0L6, P.S5; Monster D,, Herrmann J.^ Nicolson J// The role of tropic factors 
and autocrine/paracrine growth factors in brain meta.]. 

Unter anderem fordero derartige Peptide wie das parathyroide Peptide, Gastrin,, Bombezin die 
Entwicklung von Tumorzellen sowie die Entstehung vou Brust-, Knochen- nnd Darmkrebs 
[sh. Kitazawa S., Maeda S., Development of skeletal metastases // Clin, Ortliop, 1995, V. 312, 
P, 45-50; Kaji et al,. Carbokyl - terminal peptices from parathyroid hormone-related protein 
stimulate osteoclast - like cell formation //Endocrinologyji 1995, V, 136, P. 842-847], 

Obwohl gewisse Peptide die normale Zellteilung begiinstigen und Verhalten$$timulatoren fur 
Mensch und Tier $ind, besteht bei ihrer Verwendung die Gefahr der Bildung von Tumorzellen 
und der Entwicklung von KrebskranJdieiten. 

Fnihere Untersuchungen haben ergeben, dass die Elektroschockstimulation von Tieren zur 
ErhOhung des Betaendorphin-Spiegels im Blut ftihrt [sh, Litvinova S,V., et al. Action of beta- 
endorfin antiserum of defferent antibody tits on thermal or tail-shock pain in rats// Biomed 
Scie-1990. V. 1/5 -P.471-474.]. In seinem Obersichtswerk liefert WJ. Udowitschenko zahl- 
reiche Daten dariiber, dass der Schook beliebiger Atiologie wie z,B. der Elektroschoek so- 
wohl bei Mensohen als auch bei Tieren die Konzentration an Betaendorphinen-, Meta- und 
Leuenkephalinen im Blut deutlich erhoht [$h. Udowitschenko W.L "Das endogene opioide 
System beim Schock" Pathologi$che Physiologie und experimentelle Therapie, 19S9, Nr. 6, S. 
72-77]. 

Aus unseren Untersuchungen geht hervor, dass das nach Elektroschoek entnommene tierisohe 
Serum (Substanz SI) mit endogenen Peptiden einer Molekularmasse von bis zu 10-14 kDa 
(sh, EP 1 283 047) angereichert ist und das HSrveraiogen bei gehorlosen Tieren stimuliert [sh. 
"Einfluss der Substanz SI auf Ratten mit gesenkfcem H5rverDi(5gen"// Exper. Biol. Und Medi- 
zin, 2002. Nr. 1,8.42-43]. 

Aufgabe der vorliegendeii Erfindung 

Das Ziel der vorliegenden Erfindmig besteht in der SchaflEimg einer neuen Melliode zur Ge- 
winnung elnes biologisch aktiven Blutserums aus Htihnerblut. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung Hegt in der Entwicklung einer Arzneimittel- 
form fur ein neues, biologisch aktlves Biutserum. 
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Die Erfmdung geht von diversen Arzneimittelfoimen aus: imter anderem der peroralen, pa- 
renteralen, nasalen irnd bucoalen Verabrcichung sowie in Fonn von Si^positorien und Shnli- 
chen Arten. 

In der Erfindung ist die Verwendung von geeigneten und physiologisoh vertretbaren Medien 
(wie Z.B. destiUiertem Wasser) und FuHmitteln (z3. Kakaobutter) vorgesehen. 
Das mit Elektroschock behandelte biologisch aktive Blutserum kann sowohl selbstSndig als 
auch in Verbindung mit anderen biologisch aktiven Mitteln verwendet werden. 
Ein zusatzUches Ziel der Erfindung ist eine phannazeuitsche Komposition» bei der die aktive 
Substanz gemaB der vofUegenden Erfindung als Agens auMtt. Dabei muss die pharmazeuti- 
sche Komposition einen aktiven Bestandteil in einer Menge aufweisen, die ausreicht, urn eine 
gonstige Wirkung auf den Organismus des Patienten auszuftben, d.h. eine efifekUve Menge. 
Ein weiteres Ziel der Erfindung ist die Ermitdung der effektiven Dosis der aktiven Substanz 
gemaB der vorliegenden Erfindung. Vermutlich liegt diese Dosis im Bereich 95 bis 1 05 mg/kg 
KOrpergewicM des Patienten. Die konkrete Dosis soli daher vom behandelnden Arzt ausge- 
bend vom Zustand des Patienten, seinem Alter, seinem Gewicht und der Behandlungsart fest- 
gelegt werden. 

Ein weiteres Ziel der Erfindung ist die Verwendung des erfindungsgemSBen Blutserums zur 
ReguUerung der Proliferation unterschiedlicher menschlicher Tamorzellen. Folgende ZeUen 
wutden verwendet; Zellen des humanen T-Zell-Lymphoms der Linie Jurkat, ZeUen des hu- 
manen B-Zell-Lymphoms der Linie Raj, ZeUen der humanen Melanomzellen der Lime Bro, 
Zellen des Gebannutterhalskarzinoms der Linie HeLa, Zellen de$ Adenokarzmoms der 
Milohdruse der Linie MCF-7, Zellen des Osteosarkoms der Linie Mg63 und des Fibrosar- 
koms der Linie HT1080, ZeUen des Neuroblastoms IMR-32 und des Hepatokarzinoms der 
Linie HepG2 Es wurde somit die Wirkung der Substanz auf die Lymphoidzellen (Juricat und 
Rai) Epilheloidzellen (HeLa und MCF-7), Zellen der neuronalen Herkunft (IMR-32), Zellen 
des Bindegewebes (Mg63 und HT1080) sowie Mesenchymzellen (HepG2) erforscht. Als 
Nonnalzellen wurden die in vilro stimulierten Lymphozyten des peripheren menschhchen 
Bluts verwendet 

Kurzbeschreibung des Inhalts der ErTmdung 

Die Behandlung von Htibnern mit Elektroschock und die Beaxbeitung des Blutserums mit 
Gamma-Slrahlen fiShren zu einer bedeutenden Erhohung der biologischen Aktivitat, die viele 
K«5rperfunktionen des Patienten posiliv beeinflusst. 

Gleich^eitig ist jedoch bekannt, dass Elektroschocks grofie StOrungen samtlicher lebens- 
wichtiger Funktionssysteme des Organismus. vor allem des zentralen Nerven-, des Herz- 
Kreislauf-, des Atmungssystems und des Blutkreislaufes hervorrufen. [sh. Orlow A.N., 
Sarkowow M.A., Butenko M.W. - Elektrotrauma, M., Medizin, 1977]. 



008 18.12.2003 



Ebenfalls wurde festgestellt, dass Bl\it xmd aus Blut hergestellte Prapaiate bestrahlungs- 
empfindlich und nicht bestSndig sind sowie unter Einfluss der ionisierten StraUuttg deakti- 
vkrt werden. [sh. // Radiomedizin - M., Atomisdat - 1972. S.123-125; Gergely J., et. Al. 
Studies of gamma- ray -irradiated hioman immunoglobulin GM Radiosterilization of Medical 
Products, - 1967, Viemia. - P, 1 15-124], 

Alle diese Studien gemeinsam haben nicht die Ergebnisse gebnicht, die von den Aiitoien der 
vorliegenden Erfindung endelt wiirden. 

Eb steUte sicli heraus. dass wenn man venfises oder arterielles mit Elektroschock n.-IH. Gra- 
des behandeltes Hiflmeiblut 24 Stimden lang bei niedxigen Temperaturen (circa 4-8''C) inku- 
biert tind im Anschluss daran nach der Blwtgemmselretraktion und seiner Separation ein Se- 
rmn gewinnt, lyopMlisiert und mit ca. 20-30 (25±5) kOy bestrahlt, so erhalt man ein aktives 
Blntserum (darauf wird in spaterer Folge eingegangen). 

Ansfiihrliclie Beschrelbung der Erfindung 

Nachfolgend wird die Erfindung in den bevorzugten Varianten der konkreten Ausftang 
eingehend geschildert Dabei sollen die angefuhrten Beispiele der aktiven Substanzen und 
Gewinnungsverfahren, der pharmazeutischen Kompositionen und Arzneimittelformen keinen 
Grund zur Einschrankung der Anspriiche darstellen, sondem sie sind lediglich dazu gedacht, 
die Machbarkeit der Erfindung sowie die Umsetzung der genannten ZweckbeStimmung(en) 
vorzufiihren Jeder Fachmann auf diesem Gebiet wird sich sicherUch davon ttbeizeugen, dass 
filr die hier angefOhrten Optionen der Erfindungsfuhrung «ahh:eiche Modifikationen vorge- 
scblagen weiden konnen, die allesamt unter die Ansprttche fellen, welche waiter unten ange- 
ftttirt werden. 

1. Methode zor Gewinnung vom mit Etoktroscfcock behandeltem Hiihnerblut 

Zur Serumgewinnung verwendet man das mit dem Elektroschock n.bis EL Grades behandelte 
Huhnerblut (elektrischer Strom 80-120 Volt, Frequenz 50 Hertz, Stromstatke 0.05 Ampere, 
Einwirkdauer: 3-4 Sek. lang im Kopfbereich). Das Blut wurde aus der arteria carotis ent- 
nommen und in weiterer Folge bei 4-8*C 18-24 Stunden in Polyattxylenglaschen tnkubiert. 
Nach der vollstandigen Blutgerinnseketraktion wden die Flaschchen 20-30 Mmuten lang 
bei 3000U/Min zentrifugiert, das Serum wurde von Blutgerinnseln getrennt und unter ge- 
wehnlichen Verhaltnissen lyophilisiert. Die Flaschchen mit dem lyophilisierten Serum wur- 
den auf RZ^lOO M-Anlagen bei 20 bis 30 kGy, bevorzugt bei etwa 25 kOy unter Venvendung 
von Co^*^ bestrahlt Das auf diese Weise geworaiene Serum wurde bei einer Temperatur von 4- 
8°C gelageirt. 

2,1. BeweiseftirdiestimuUerendeWirkungdesmitElektroschockbehandeltenHiihner- 
blutserams 

Die Versuche wurden an Ratten der Unie Wistar, und zwar MSnnchen mit KSrpermasse 280- 
300 g durchgefuhjt. Die Tiere wurden in 4 Gri^pen zu je 10 Ratten eingeteilt. 
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m der ersten Gruppe wurde den Ratten 1,0 ml der physiologiscben LOsung verabreicht. Den 
Ratten der zweiten Gruppe wurde Serum in einer Dosienmg von 100+/-5,0 mg/kg des Kor- 
pergewiohts (Umfeng 1,0 ml) verabreicht. 30 Minuten nach der Mjektion wurden die Ratten 
dekapiHert. 

Den Ratten der dritten Groppe wurde 1.0 ml der physiologischen Losung verabreicht und den 
Ratten der vierten Gruppe Senim (100 +/-5.0 mg/kg KoipergewicM) in einem Umfang von 
1 0 ml 30 Minuten nach der Injefction wurden die Tiere mit einem am Schwanz befestigten 
Gewicht (10% des Korpergewichts der Ratte) in ein G^m mit Wasser (25"C) gesetzt. Nach 
ersten Anzeichen der Agonie wurden die Tiere aus dem Wasser herausgenommen und deka- 
pitiert 

Als Muster wurden Him, Herz, Leber (als Organe mit einer intensiven energetischen Ober- 
lastung in Prozessen der extremen Adaptierung) sowie die Skelettmuskulatur (als Hat^ttrfi- 
gerorgan) verwendet. Die Gewebsmuster jeder Ratte wurden abgewogen. mit einer isotom- 
schen NaCl-LOsung abgektlWt tmd mit Flttesigstickstoff schnell eingefiroren. Die Gesamtzeit 
der "Belastung" bis zum Ende der Probenentnahme betrug max. 5-6 Minuten. 
In den Skelettmuskeln der Ratten wurden Adenosintriphosphorsaure. Adenosindesophosphoi- 
same und Adenosinmonophosphorsaure bestimmt. Nukleotide wurden mittels lonenweoh- 
selchromatographieverfehren auf Saulen unter Anwendung von Anionit Dowex 1 geteennt 
Die Mengenbestimmung des Adenosintriphosphotsaurc-, Adenosindesophosphorsaure- und 
Adenosimnonophosphorsauregehalts wurde spektrophotometrisch (Spektrophotomcter Hita- 
chi-557) in einer 256 Nm Reichweite durchgefOhrt 
Das Energiepotenzial wui^e nach folgender Formei bereehnet: 

(ATP+0,5ADF)/(ATP+ADP+AMP). 

Die Mengenbestimmung des Gehalts an zykUscher Adenosimnonophosphorsaut« in EHrn, 
Herz und in Leber wurde mittels radioimmunologischer Analyse mit einem spezieUen Gerat 
der Firroa Amersham (Gxofibritanmen) durchgefohrt 

Die Bestimmung der markierten Adenosinmonophosphorsaure erfolgte unter Verwendung des 
Szintillator-Rechners GS-8. 

Forschungsergebnisse 

Die unterschiedUohen Gehalte an Adenosintriphospliorsaure, Adenosindesophosphorsaure 
und Adenosinmonophosphorsaure und die ErhOhung des Enegriepotentials stad sowohl beim 
Vergleich der dritten Gruppe mit der KontroUgruppe und der 2. Gruppe (p<0,05) als auch der 
viei^n Gruppe mit der Kontrollgruppe und der zweiten Gruppe (p<0,05) sowie beim Ver- 
gleich der dritten und vierten Gruppe untereinander (p<0,05 Tabelle 1) offensichtlich. 
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Tabellcl: 



Gehalt an AdenosintriphosphorsSure, Adenosindesophosphorsaurc u«d Adeito- 
sinmonophosphorsaure und da$ Energiepotential im Gewebe dcr Skelettmus- 
fcvlatur nach Elektroschocfc behandeWen Serums 



Grappe der Ratten 


isriiicli>iitideii«ehAlt (uM/s Gewebe) 


Euergtepotential 

(Bedingter 
Koefiizient) 


ATPh 
M+m 


ADPh 
M+m 


AMPh 
M+m 


I (physiologische Losing - 

Kontrolle) 

n=10 


7,55±0,19 
(7,28-7,85) 


0,95+0,12 
(0.79-1,18) 


0,25±0,08 
(0,14-0.37) 


0,917+0,080 


II (Serum) 


7,89+0,12 
(7,65±8,02) 


l,12+0»n 
(0,93-1,27) 


0,14+0,05 
(0,08-0,25) 


0,923±0,125 


III (physiologische L9sung + 

Schwimfflten) 

11=10 


1,34±0,08 
(1,19-1,49) 


3,56+0,17 
(3,21-3,81) 


0,78+0,07 
(0,65-0,93) 


0,549+0,140 


IV (Serum + Schwimmen) 
n=10 


4,78+0,17 
(4,35-4,95) 


2,55±0,11 
(2,36-2,72) 


0,33+0,09 
(0,19-0,48) 


0,790±0,095 



Die Adenylsystemwerte im Waohzustand und 30 Minuteu nach leichtem Stress attfgnmd der 
durchgeflihrten Injektion (Kontrollgmppe) bestatigen, dass mrter dem Serumeinfluss die 
Vemisdmng des Gehalts an Adenosintriphosphor- und Adenosindesophosphorsawe tm 
Muskelgewebe zu den oberen Normwerten stattfindet. wShrend sich der Adenosinmo- 
nophosphorsauregehalt nach unten riohtet. 

Diese Ergehoisse konnten bedeuten, dass das Serum die Wachstumsprozesse der energeti- 
schen Reserve im Muskelgewebe vorantreibt Die Berechnung des Energiepotentials bestatigt 
diese Tendenz, 

Unter dem Einfluss einer extremen Schwiinnibelastung in der dritten Gruppe (physiologische 
LOsung + Schwimmen) wurde eine Abnahme an Adenosintriphosphorsaure und eins Erho- 
hung des Gehalts an Adenosindesophosphor- und Adenosinmonophosphorsaure in Bezug auf 
die Kontrollgruppe festgestellt. 

Bei der extremen Belastung der Ratten aus der vierten Gruppe (Senm + Schwimmen) blieben 
die grundsatzliohen Tendenzen in Zusammenhang mit der Wertevextoderung der dritten 
Gruppe gleich, der Anteil an Adenosintriphosphorsaure bUeb jedoch deutlich hoher, md bei 
der Berechnmg des Energiepotenzials wurde eine Erhohung der Werte in Bezug auf die 
Werte der dritten Gruppe urn 43% (p<0,05) festgesteUt 
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Die Vergleichsanalyse der zyklischen Adenosintriphosphorsaure im Herz- und im Leberge- 
webe sowie in der Himsubstanz bei Ratten der ersten und zweiten Gmppe zeigte, dass unter 
Serumeinfluss eine ErhOhung des Gehalts der zyklischen Adenosinmonophosphorsawe in der 
Himsubstanz festzastellen ist (p<0,Ol), wShrend im Her^- und Lebergewebe keine bedeuten- 
den Unterschiede zu den entsprechenden Daten der KontroUgruppe (Tabelle 2) herausgefon- 
den werden konnten. 

Tabene2; Gehalt an zyklisdier Adenosinmonophosphorsaure im Hirngewebe, des Her- 
zens und der Leber nach der Beigabe des mit Elektroschock behandelten 
Serums 



Gmppe der Ratten 


Gehalt an zyklischer Adenosinmonophosphorsaure (pM/g 

TInhcrewebel _ ^ 


Gehirn 
M+m 


Herz 
M±m 


Leber 
M+m 


I (physiologische LSsung - 

Koutrolle) 

n=10 


3,95+0,58 
(3,32-4,55) 


3,07±0,11 
(2,98-3,23) 


2,75±0,18 
(2,47-2,99) 


11 (Scrum) 
n=10 


4,58±0,23 
(4^6-4,85) 


3,26+0,16 
(3,02-3,47) 


2,98±0,99 
(2,95-3,12) 


III (physiologische LSsung + 

Schwimmen) 

n=10 


0,82+0,13 
(0,66-1,05) 


0,49±0,17 
(0,32-0,78) 


1,01+0,07 
(0.86-1,14) 


IV Serum + Schwimmen) 
n=10 


1,5S±0,13 
(1,38-1,76) 


0,83±0,14 
(0,56-0,96) 


i;27±0,08 
(1,14-1,41) 



Unter dem Einfluss extremer Belastung wmde eine nachweisliche Senkung (<0,05) des Ge- 
halts an zyklischer Adenosinmonophosphorsaure bei alien Gewebsarten der Ratten der dntten 
Gruppe (physiologische LSsnng + Sch^vimmen) sowie bei Ratten der vierten Gmppe (Serum 
+ Schwimmen) festgestellt, was jedoch unter Serumeinfluss in einem gethigeren AusmaJJ der 
Fall war Der Anteil an Adenosinmonophosphorsaure war daher in der Himsubstanz nm 92% 
heher als der entsprechende Wert der dritten Gruppe (p<0,05), im Herzgewebe urn 69% und 
im Lebergewebe um 25,7%- 

Somit ruft das mit Elektroschock behandelte Serum die Erhohung des Energiepotenzials im 
Skelettmuskelgewebe der Ratte hervor, mrdert die Erhohung des Gehalts an zyklischer Ade- 
nosinmonophosphorsaure im Hirngewebe sowohl im Ruhezustand als auch unter extremer 
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physischer Belastung und begitostigt nach physischfim Stress der Ratten den Anstieg an zy- 
klischen Adenosimnonophosphorsauxen im Herz- und Lebergewebe. 

2J1 Langzei^edachtnis 

Mcthode 

Beim Versuch wurden 150 mMnnliche Ratten der Lime Wi$tar eingesetzt Alle Ratten wuiden 
vorher im Rahmen des klassischen Tests "offenes Feld" geprtifl, und je nach gezeigter Akti- 
vitat wurden sie in drei CSruppen - akdve, mitdere und passive - anfgeteilt. 
Zur Bildung des Situationsreflexes wurden Ratten in einem Zylinder untergebracht, der sich 
in einem Aertnostatischen, mit Wasser befuUten Gef&fi befand. Der auf dxei Stfitzen aufge- 
stellte Zylinder erlaubte es somit den Tieren, unter dessea unteier Kante duccksutanchen und 
die axiBerhaJb des Zylinders liegende Plattform zu erreiohen. 

Feststellbar war eine Latenzzeit des ersten Versucbs und eine Latenz^eit der endgultigen Be- 
waltigong der Aufgabe der "Befteiung" ans einem ge$chlossenen Raum und aus dem Wasser. 
Beim Bilden des Situationsreflexes wurden die Ratten in drei Gruppen aufgeteilt: 

"schnelle Tauoher": jene, die bereits in der ersten Minute den Aosgang finden komiten; 

"langsame Tauoher": jene, die erst nach 2-3 Minuten begannen, den Ansgang zu su- 

chen; 

Ratten, die die Aufgabe nicsht innerhalb von 1 0 Minuten losen woUten. 
Die Injektion des mit Elektroschock behandelten Serums erfolgte in einer Dosis von 100 
mg/kg Koipetgewicht 30 Minttten vor Begimi des Versuchs in die BauchhiShle. Den Kon- 
troUtieren wuxde 1 ml der physiologischen Losung verabreicht. Am naohsten Tag wmde das 
Reflexverhalten getestet, wonaoh es eine 42-tagige Pause gab. 

Nach dieser Methode wden 120 Ratten - 60 KontroU- und 60 Versuchsratten - "ausgebil- 
det" welchevorherindrei CSruppen-aktive, mittlere und passive^ aufgeteilt wurden (zuje 20 
Tieren in jeder Oruppo)i femer wurden diese ftir die Analyse in "schnelle und langsame Tau- 
cher" unterteilt. 
Forschungsergebnisse 

Bei manchen Ratten fehlte der "Untettauchreflex" zur GSnze (TabeUe 3). In der KontroU- 
snmpe wacen es sechs der aktiven und mittleren Ratten, unter den passiven waren es 12 Tiere. 
Am zweiten Tag blieb diese Zahl bei den aktiven und mittleren Ratten gleich, bei den passi- 
ven fiel diese auf sieben Tiere, nach 42 Tagen woUten die gleichen 1 1 Ratten jedoch keines- 
wegs emeut unter der Zylinderkante durchtauchen (eine Ratte starb wahrend des Versuchs). 
Bei den aktiven Ratten der Vexsuchsgmppe gab es gar keine Ratten, die am zweiten Tag da- 
raof "verzichteten", die Aufgabe zu l5sen. Bei den mittleren Ratten der Versuchsgruppe wa- 
am ersten Tag drei, am zweiten Tag lOsten sie dennoch die Aufeabe und bebielten diese 



ren es 
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Faiaigkeit auch noch nach 42 Tagen, Unter den passiven Ratten dor Versuchsgruppe woUten 
vier Ratten die Aufgabe nicht Idsen^ am zweiten Tag reduzierte sich dieso Zaitl jedoch auf 
zwei und blieb auch nach 42 Tagen des Versuchs gleichv 



Tabelle 3; Anzahl der Ratteiij bei denen sich keitt sog* **Uiiterta«clhreflex<* gebildet hat 



Versuohstiere 


1 Tag (24 SfUMden) 






1 


2 


42 


Aktive und 


Kontrolle 


6 


6 


6 


mittlere Raten 


Serum 


3 


0 


0 


Passive Raten 


Kontrolle 


12 


7 


11 




Serum 


4 


2 


2 



Bei den "schnellen Tauchern" fuhrte die einmalige Seruminjektion innerhalb von 42 Ver- 
sTOh$tagen zu keinen nachweislichen Veranderungen beim Aufirechterhalten des Situationsre- 
flexes. 

Bei den "langsamen Tauchern" war oine statistisch nachweisliohe Anfrechterhaltung dor er- 
lemten Fahijgkeiten, schnell den Ausweg aus einer Exttemsituation za fmden, feststellbar 
(Tabellc 4). Dabei verkiirzte sich die Zeit am zweiten Tag der Reflexbildxmg im Vergleich 
zum ersten Tag sowohl in den Kontroll- als auch in den Versuchsgruppen. In der Kontroll- 
gruppe war dieser Reflex 42 Tage nach der Pause zur GSnze verschwimden, wMhrend er bei 
den Tieren, denen eine Injektion verabreicht worden war> vollstandig vorhanden war; der 
Unterschied lag auch in der Zeit, die bei den Kontrollratten xm das 2-3»fache (p<0,001) aus- 
gepragter war. 
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TabeUe_4ii Einfluss des Blutserams auf die BMirag nnd Aufrechterhaltung sitnationsbe- 
dingter Reflcxe bei «laiigsamen TaTiehern» (Sek.) 



Vexsuchs- 


1 Tae (24 Stunden) 


1 


2 


42 






LP-1 

(Latenzzeit 
-Periode) 


LP-2 


LP-1 


LP-2 


LP-1 


LP-2 


Aktive 


Kontrolle 


125,7+25 


176,7+19,6 


45,5+9,9 


59,0+8,8 


37,5+30,0 


181,5+15,5 


Senun 


111,3+39,7 


164,8+33,5 


55.3+15,6 


68,4+18,8 


3,8+29.3 


55,7+37,28 


Gruppe 

Mittlere 
Gruppe 


Kontrolle 


144,8+21,8 


191,2+16,3 


49,6+11,2 


62+14,3 


3,8+24,0 


19,2+9,8 




118,2+71,6 


178,6+76,8 


3,8+50,3 


77+54,1 


9,2+28,8 


54,6+39,7 


Passive 
Gruppe 


Kontrolle 


53,3+25,7 


189.6+12,6 


53+15,0 


66,6+8,0 


149,3+24,7 


196,0+11,1 


Serum 


18,2+71,6 


178,6+76,8 


63,8+50.3 


77+54,1 


39,2+28,8 


54,6+39,7 



Bel der BUd«ng «nd beim langftistigen Behalten von Inforraationen kommt den H-cholino- 
zeptiven Mechanismen eine Ijedeutende Rolle ^u. 30 Tiere, denen f^inf Tage laxig beigebracht 
worden vde man unter einer "Glocke" durchtaucht, wurden in drei Gruppen imterteilt. 
Den Tieren der ersten Gruppe (10 Ratten) wde 30 Minuten vor dem Test Zytisin (H-choli- 
nozeptive-Blocker des Hirns) in Form einer physiologischen Losung in einer Dosis von 1 
mg/kg Korpergewicht in die BauchJiOhle injiziert. 

Den Tieren der zweiten Gruppe (10 Ratten) wde ein mit Elektroschock behandeltes Serum 
in einer Dosis von lOO mg/kg imd 30 Minuten spSter eine Zytisin-LOsung in einer Dosis von 1 
mg/kg Korpergewicht verabreicht. 

Der dritten Tiergmppe (Kontrolle - 10 Ratben) wurde eine physiologische LOsnng in einer 
Dosis von 1 ml injiziert. 

Das komplexe Verhalten der Tiere wurde nach der oben angefOhrten Methode 48 Stunden 
nach der Lijektion der erwalmten Substanzen getestet. Die Biotestienmg zeigte 48 Stmiden, 
nacMem die Wirkung von Zytisin bemerkbar war, eine deutliche Verlangsamimg der 'Tliicht- 
reaktion" aus einem geschlossenen Raum, und zwar urn das Dreifache im Vergleich zu den 
KontroUtieren. 
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Die voriaufige Verabreichung des Serums bis 2Xir Zytisin-Injektion hob nicht nor die Wirkimg 
dieses Blockers auf, sondem rief auch einen Reaktionsanstieg beim "Pliichten" urn 20% im 
Vergleich zur KoptroHgruppe hervor, und die allgemeine Wirksamkeit der Substanz tibertraf 
die Wirkung des Blockers urn das 5-fache (Tabelle S). 

Tabelle 5: Latenraelt der situationsbedingten Reaktion bei Ratten in Zusammenhaug mit 
von Zyiisin und mit Elektroschock behandeltem Serum (Sek) 



Zeitparameter 


KontroUe 
(dritte Gmppe) 


Beigabc von Zytisin 
(erste Gruppe) 


Beigabe von 
Senitn+ Zytisin 

(zweite Gruppe) 


Nach 48 St, 


13,33+0,58 


40,0±14 
<0,05 


8,3±5,5 

>0,05 

<0,05 



Auf Grund der erzieltert Ergebnisse wurde festgestellt, dass die H- Himcholinorexeptoren bei 
der Wiederherstellung der "Fluchtreaktion" im Zusammenhang mit dem Modellieren eines 
komplexen Verhaltens der Tiere eine RoUe spielen imd dass das mit Elektroschock behandelte 
Serum der Entwicklung einer gebremsten "Lemwirkung" vorbeugt. 

Da$ mit Elektroschock behandelte Blutserum fordert daher die Bildung des Langzeitgedacht- 
nisses, imd zwar vor allem bei Tieren mit einer verlang$amten "Fiuchtreaktion" aus einem 
geschlossenen Raum und aus Wasser, Femer spielt es beim Aufrechterhalten des Langzeitge- 
dachtnisses uber die H-choHnozeptiven Hirmnechanismen eine grofie Rolle. 

2.3. Epilepjsie 
Methode 

Nach heutigem Stand bewirld: Kampfer in toxischen Dosierungen die Hyperaktivienmg der 
beweglichen Beteiche des Zentralnervensystems, was sioh wiederum in der Entwicklung toni- 
scher Krampfe wiederspiegelt Axis diesem Grund wird Kampfer neben Kora^ol zur Genera- 
tion von Krampfexa verwendet, Abhangig von der Dosis des verabreichten Praparates werden 
mit Hilfe von Kampfer sMmtliche typische Komponente eines kleinen und groBen epilepti- 
schen Anfalls hervorgerufen. 

Bei unserem Versuch wurde der Einfluss eines mit Elektroschock behandelten Serums auf die 
epileptische Aktivit^t untersuchtj, welche durch Inji2deren von Kampfer in die BaucKhSUe von 
Ratten hervorgerufen wird. 

Beim Versuch wurden 40 maimliche Ratten der Linie Wistar mit einem Gewicht von 190-210 
g verwendet Die Kampferollostmg (20%) wurde in die Bachholle in einer Dosis von 0,25; 0,5 
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ml (bei 20 Ratten) verabreicht. Das Serum wurde in einer Dosis von 100 +/- 5,0 mg/kg (bei 

20 Ratten) injiziext. 

Die Bcobachtung wde auf Grund der Expertenbeurteilung durchgefuhrt. Beurteilt m^en: 
die Latenzzeit der Reaktion. Axt ^ Ktampfreaktion (tonisch-klonische, groBe und kleme 
KrampfanMle), die Dauer der epileptischen Anmile uixd die AUi^d. zwischen ihnen, der 
Vetll der gew5hnliclien Be^gungs^higkeit, das Endergebnis (Tod des Tieres oder das 
Verlassen des pathologischen Zustands). 
Die Ergebnisse sind der Tabelle 4 zu entnehroen, 

Forschungsergebnisse 

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der dmchgefmirten Untersuchungen dargestellt. 
T3helle6i Einfluss de« mit Elektroschock behandelteo Serums auf die experimenfeUe 
Epilepsia 



Kampfer- 
Dosis 


Epilepsieanfalle 


KmtroUgruppe 
(Kampfer) 


Versuoh^ruppe 
(Kampfer + Serum 
inDosierung 
lOOmg/kg) 


0,25 


Auftreten tonisclxef Kiampfe nach 
Auftreten klonischet Krampfe in 
dex Art eines groBen Anfalls nach. 

Mitflere Zahl dear AnMle 
Dauer des AnfeUs 
Zustand der Tiere nach 
48 Stunden 


7'20"± 10" 

12'30"±32" 
eincarin6'-7' 
70'-80' 

alle am Leben 


5'30"+ 15" 

8'45""±28" 
einer in 8' -9' 
15"-20" 

alle am Leben 


0,5 ml 


Anftreten tonischea: Krampfe nach 
Auftreten klomscher Krampfe in 
der Art eines grofien Anfalls nach 

Mitdere Zahl der AnMle 

Dauet des Asafalls 

Zustand der Tiere nach 
48 Stunden 


5'40"+3Q" 

8'30"+27" 
einer in 5' 
90"-120" 

60% gestorben 


5'00"±32" 

8'40" 
einer in 7' 
25"-30" 

alle am Leben 



n., Wolorische aktivs Setrnn in der Doris 100 mgAg, vetabreioht in da UK»^t der ,epi- 
Z^t^t^. ^ ^ Kamp6riW*Uon aosgelCM warden, .»«fl.che 
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Erscheinungsformen der Krampfaktivimt: die Latenzzeit der Krampfektivitat wird erhoht, die 
klonischen Krampfe verlaufen sohwaoher xmd ohne Verlust der gewdluilichen Bewegungsfa- 
higkeit AuBetdem bewahrt das mit Elektroschock behandelte Serum die Tieren beim Model- 
lieren von schweren Epilepsiefoimen vor dem Tod (alle Tiere bleiben nach Verabreichung 
von 0,5 ml der 20«/o-Kampferl5sung am Leben). 

2.4. Die Wirkung des crfmdungsgemaBen Bluteemms auf die ZeUproIiferatioii des 
Menscben 

Das erfindungsgemafie Blutserum stellt em lyophUisiertes, mit Elektroschock n. - HI. C3rades 
behandeltes Hflhnerblutserum dar [Bei^snjewa W.I., "Elektrotrauma, Elektroverbrennung ^md 
die Behandlung", M., 1964. S. 87]. Zwei Atten davon wurden bei den Tests verwendet: die 
erste - aufeelost in Wasser in einer Konzentration von 100 mg/ml (Versuclisfiraktion 1), die 
zweile ^ nach dreiminutigem Zentrifiigieren der Suspension bei 10000 x g (drei Mmuten 
lang) (Versuchsfraktion 2). 

ZeUgewinnnng 

Die Zellen der Jurkat- und Raji-Linie sowie Lymphozyten des mensohlichen peripheren Bluts 
wurden in Kunststoffplatten (Nunc oder Falcon) im 1640.RPMI-Medium (Si^a) duxch Zu- 
eabe des 10%-Rindeffetalserums (Gibco), 100 Einheiten/ml PeniziUin und 100 ng/ml Strep- 
tomyZbei einer Raumtemperatur von 37X in einexn CO.-Inkubator mit 5% CO^-Gel^t 
Z Z 95% Feuchtigkeit kultiviert. Zellen der Linien Bro, HeLa, MCF.7, Mg63, HFIOSO, 
IMR-32 sowie HepG2 wurden ebenfells kultiviert, jedoch im DMEMrMedium (Sigma). 

IsoUerung der mouonnklearen Leukozyten (ML) aach der Boyum-Methode 

[Boym A. Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human blood.// Scand J.Lab. 

Clin. Invest. - 1968. - 21 - SuppL 97. -P.9-18] 

In ie 2wei konische 50 ml Probiergiaser (Falcon) wkd eine 15 ml PhykoU-Pak-LOsmig einge- 
fdllt worauf anschlieBend je 25 ml in einem Phosphatsalzpuffer (PSP) zweifach verdunnte. 
Blut aufgetragen wird. Daraufhin werden die Probierglaser in einem Baket-Rotor bei 400 x g 
und 2o4 30 Minuten geschleudert. Die obere Phase, die Plasma enthalt. kommt mcht zur 

AnwcnduDg- 

Die monoklearen Leukozyten (ML), die sieh an der Tremilinie zwischen Plasma und Trexm- 
medium ringformig kon^entrieren, wden im Zentrifligenreagenzglas gesammelt, votstchtig 
mit einer Pipette abgesa^, in der Folge zweifaoh mit PSP gewaschen, wobei die Losung be. 
250 X s 10 Minuten geschleudert und im Kultunnedium aufgelOst wird. Diese Fraktion enthalt 
10-30% Monozyten und 80^90% Lymphozyten, die im Folgenden als Lymphozyten bezeich- 
net werden. Bin Teil der Lymphozyten wurde fur die Erforschung der mitogenen AJ^vit^ des 
Tes iptaparats verwendet und ein anderer zur Proliferation stimuliert, mdem der ZelUosung 
Phytohemaglutiniu in Konzentration 20 mkg/ml hinzrugeftigt wurde. 
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Evaluierung der Biosyntheseiateusif at DesoxyribonucIein«aure (DNS) in Zellen 

Die Evaluierung der Biosyntheseintensitat PNS wurde dwchgefuhit, nachdem der saxireun- 
loslichen Zellftaktion ^H-Thymidin hinzugefUgt worden war. Zu diesem Zweck wurden Lym- 
phozyten in 96-WelI-Platten in 200 jil Medium zu je 200-800tau$end Medium in jedem Well 
im VoUiJoedium mit unterscW^idlicher Konzentration der Testsubstanz kultiviert. ^H-Thymidln 
(IfxKiAVell, 40 mKi/mMol) wurde 2 Stunden vor Inkubationsschluss zugegeben. Fxir die Ra- 
diometde wurden die Zellen mit Hilfe einer automatischen Vomohtung fOr die Zellsammlung 
anf Filter gesanunelt, die saureloslichen Produkte mit 5% TH-Essigsaure (HjO) gewaschen 
und ihre Radioaktivitat mit Szintillometer gemessen. Die Biosyntheseintensitat DNS wird in 
Imp./Min. gemessen- 

Die Bestimmung der ZelUebeBSfSliigkeit nach Inkvibation mit vnterschiedlichen Fr^paraten 
mittels MTT-Te«t 

[Mosmaon T.Rapid colorimetrio assay for cellur growth and survaval: application to 
proliferation and cytotoxicity assays,// J. Immunol. Math., 1983, 65, 55-63] 

Zur Durohfubrong des Tests wurden die Zellen in einer logarithmischen Wachstumsphaso . 
gesammelt (Hafeellen^ wenu sie etwa eine halbe FlSche der Nahrplatte ausfUllen), in das 
Nahrmedium gesetzt, in der Gorjaew-Kammer) ge^ahlt und anschliefiend in einem NMhrme- 
dium mit einer Konzentration von SO-lOOtausend in I Mio. aa:^lSst. Die Zelllosung wurde 
nach Zugabe von verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen zu je 100 \il in die 96- 
Wellplatten eingefiigt. Fiir die ZShlung der vitalen Zellen wurden nach Beendigung der Inku- 
bation in diverse 96-Wellenpaltten in samtUche Wellen je 50 fjtl MTT-L5sung im NShrme- 
dium (3-4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 Diphenyl Tetrazolium Bromid) zugeftigt Fiir die Her- 
stellung einer MTT-Losung wird 1 ml MTT-Ausgangslosung mit 4 ml Nabnnedium ver- 
raischt. Die Zuber eitung der MTT-Endl6sung erfolgt durch die Aufl5sung dieser Substanz ia 
einer PhosphatsabjlSsung (PSL> 0,01 M Natiiumphosph&tpuffer pH 7 A, mit einem 0,15 M 
NaCl-Gehalt) mit einer Konzentration von 5 mg MTT/ml PSL und weitere Filtrierung durch 
einen Filter mit einem Porendurchmesser von 0^45 ^im (die Lagerung erfolgt bei einer Tem- 
peratur von +4*C bis zn einem Monat), Nach dem Zufugen der MTT-L5sung werden die 
Flatten unter den gleichen Bedingungen fiir weitere 4 Stunden in den Inkubator gestellt. Wei- 
ters wird durch das Absaugen mit der Pumpe das Nahrmedium entfemt, in jedes Well werden 
je 1 50 1x1 Dimethylsulfoxid (DMSO) zur AuflSsung von gebildeten blauen Formazankristallen 
zugegeben und die optische Dichte der Losung in jedem Well auf einem Mehrkanalspefctro- 
fotomer fax Mikroplatten bei einer Wellenlange von 540 rnn gemessen (Labsystem), Die Er- 
gebnisso der Lebensfahigkeit der Zellen je nach Konzentration der Substanz werden in Pro- 
zenten des Uberlebens der Kontrollzellen dargestellt Die Daten wurden mit dem Computer- 
prograram ''Origin" verarbeitet 
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Ergebnis$« mnd Diskussion 

Die Ergebnisse slnd auf den Abbildungen 1 - S dargestellt. Damus ergibt sich Folgendes: die 
hochkonzentrieite Substanz SI (2,5 - 20 mg/ml) hat auf aUe Zellen eine hemmende Wirkung, 
die Reaktion der ZeUen verschiedener Gewebearten auf diese Substanz ist jedoch unter- 
soluedlich Die IC50 - Dosis (Konzentration der Substanz, die zur 50% Hemmung der Zellen 
fahrt) variiert bei unterschiedHchen ZeUlimen von 2,2 (Jurkat) bis >20 mg/ml (Mg63) fvlr die 
Ausgangssubstaie (Index 1) von 3,6 (Lymphozyten des peripheren Bluts) bis > 20 mg/ml 
(Mg 63 und HeLa) fur die lOsliche Fraktion der Substanz (Index 2). Bei $amtlichen Zelilinien 
lag die Toxizitat der Ausgaugssubstanz iiber jeaer der iQslichen Substanz. Hier wSre jedoch 
zu erwahnen, dass flir einzelne Linien die Toxizitat dieser Formen fast gleich war CMg63, 
Raji Lymphozyten des peripheren Bluts), und flSr andere (Jurkat, MCG-?. IMR-32) v,ic- 
den^ gab es nach IC50 2-3-fach groBe Unteischiede. Die Gegentiberstellung der Empfind- 
lichkeit der Zellen der Testsubstanz hn Vergleich zum herkSmmUchen Krebspraparat "Doxo- 
rubizin" finden Sie in der Tabelle 7. 

Einprmdlichkeit der getesteten ZellliiueB auf das PrSparat ••Doxorubicin" 



TabeHe?: 



ZelUteie 



Jurkat 
Raji 

Bro B-19 

HeLa 

MCF-7 

Mg63 

HT1080 

IMR-32 

HepG2 

Lymphozyten des periphereu Bluts 



IC50, hM* 



100 

20 

_** 

400 

150 
_#» 

_** 
4 

100 

40 



Axnn^kung: 
*-hM =0.58hg/n»l 

** - die Empfindlichkeit auf das Pxaparat "Doxorubizyn" wurde mclit getestet 
Femer wurde beobachtet, dass in einem bestimmten Konzentrationsbereich (von 0,3 bis 3 
ma/tnl> ie naoh ZelUinie und Substanzform das Mittel auf bestimmte Zellen stimulierend 
Eine stimulierende Wirkung wurde aueh in Bezng auf die Jerkat-, Raji-, Bro- Mg63-, 
HT1068- und HepG2-Zellen festgestellt. Die stimuUerende Wirkung war unerheblich (10-20- 
40%) jedoch bei beiden Substanzformen vorhanden. Bei den Zellen der Linie HeLa, MCF-7, 
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JMR-32 und Lymphozyten des peripberen Bluts war keine stimulierende Wirkung nachzu- 
weisen. Die stimulierende Wirkung der Ausgangssubstanz in einer Lasungsfonn war in einer 
viel niedrigeren Konzentration als in seiner loslichen Fraktion. MOglicherweise Uegt der 
Gnmd fllr die zu beobachtende Stimulation nicht im eigentlichen Stimulieren der Prolifera- 
tion, sondem in der verstMrkten Atraung der Zellen, was ebenfalls bei der Methode zur Beur- 
teilxmg der Lebensfdhigkeit der Zellen festzustellen ist Die letzte Frage bedarf einer genau- 
eren Untersuehung. 

Bei der Untersuchung der Wech$elwirkung6n verschiedener Substanzen mit den immunkom- 
petenten Zellen werden in der Regel zwei Fragen erOrtert: 

1. Ob die Testsubstanz uber eine mitogene Aktivitat verftigt, d.h. iiber eine Fahigkeit, die 
Lymphozytenproliferation zu stimulieren (in diesem Fall ihre MengenerhOhung, was 
abUcherweise nach det Verstarkung der Biosynthese der DNS-Lymphozyten, die nach 
dem Bestand von ^H-Thymidin beurteilt, festgestellt wird). 

2 Ob die Testsubstanz auf Lymphozyten eine toxische Wirkung austibt (wird meistens 
beurteilt nach der Hemmung der Lyjnphozytenproliferation. die durch Mitogene mit »H- 
Tbymidin-Gehalt oder mit Hilfe vitaler Parbstoffe des Typs MTT vorher stimuliert 
wurden). 

Femer ist zn erwahnen, dass die nicht aktivierten Lymphozyten in der Kultur nicht proUferie^ 
ren und dass deren Zahl unter Einwiikung von Mitogenen bei ansteigender Mitogenkon-^ 
zentration steigt. Dies driickt sich im Anstieg der markierten DNS aus. 

Der Wirkungsgrad der Mitogene auf Lymphozyten wird je nach Dosis in einer s.g. "glocken- 
fiSrmigen" Kurve dargestellt (Abb. 9). Abschnitt (1) spiegelt jene Reichweite der Mitogen- 
konzentration wieder, bei der die ansteigende Wirkung (die Biosyntheseintensitat DNS) im 
Verhaltnis zur Mitogenkonzentration steht. Der zweite Kuxvenabschnitt (2) zeigt den flaeh 
verlaufenden Abschnitt wieder und beinhaltet die Reichweite der Mitogenkonzentration^ 
namlich wann die hiichste Wirkung bereits erxeioht wurde, das Ansteigen der Mitogenkon- 
zentration nicht durch Veranderung des erreichten Proliferationsniveau gekennzeichnet und 
keine zytotoxische Wirkung zu beobachten M. Abschnitt (3) zeigt jenen Bereich der Mito- 
genkonzentration, in dem dieser beteits eine toxische Wh-kung hat. 

Die Beurteilimg der mitogenen Aktivimt der Substanz wurde in zwei Versuchen durchgefuhrt: 

1 Gegenstand der Untersuchung war die Wirkung der Substanz auf die nicht aktivierten 
Lymphozyten des menschlichen peripheren Bluts. Dabei wurde die Abhangigkeit der 
proliferativen Aktivitat (der Wirksamkeit) von der Dosis der Substanz getestet 

2 Gegenstand der durchgefiihrten Tests war die Wirkung der Substanz auf die 
Biosyntheseintensitat DNS der mittels Phytohamaglytinyl aktivierten Lymphozyten 
(FHA 20 ^g/ral) in der zweiten Phase. 

Beim Untersuchen der Substanz wurde keine mitogene Aktivitat festgestellt, d.h., dass im 
getesteten Bereich der Substanzkonzentration (0.1 - 100.0 mg/ml) keine Stimulation der Bio- 
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syntheseintensitat DesoxyribonTicleinsSwe der Lymphozyten des peripheren Blirts erkennbar 
war (Abbildung 10). 

Unabhangig von der Substanzdosis hat sich die Anzahl der Lymphozyten des peripheten 
Bluts nicht wesentlich v^andert. Beim Untersnchen der Wiricsamkeit der Substanz auf die 
mit Mitogen FHA 20 nkg/ml aktivierten Lymphozyten wde die Hemmung der aktivierten 
Lymphozyten festgestellt 

In Rahmen der durchgefiihrten Tests wurde somit festgestellt, dass in einer Konzentration von 
Uber 0 3 mg/ml die Substanz die Biosynthesemtensitat Desoxyribonucleinsaure der stamiilier- 
ten LyJnphozyten inhibieren kmn (Abb. 1 1), obwohl die Frage aber den Realisiervmgsmecha- 
nismus dieser Wirkung noch offen bleibt. Die Untersuchung der zytostatischen tmd der eige- 
nen zytotoxischen Wirkung ist dahex von Bedeutung. 

Um festzustellen, wie die erhaltenen Dateu beim Memchen zu ^^^rten sind, soUte man wis^, 
wie die Substanzkonzentration in den einzelnen Organen oder im Ge>vebe nach der DurchfUh- 
rung bestimmter Tietversuche aussieht m diesem Zusammei^ang ist es daher wichfag zu 
untersuchen, in richer nnterschiedUche. Kons:en1ration die Substanz die Biosynthesemten- 
sitat DNS in Organen beeinflusst, die die Lymphopoese bestimmen, und ^ mi Knochen- 
mark, in der Milz und un Thymus der Mans. 

Abgesehen von Lymphozyten wuxde ebenfalls die zytotoxische Aktivitat der Substanz unter- 
sucL indem den Zellen das Karzinom der Milchdruse der Linie MCF-7, die sich na Zustand 
einer monomolekularen Sohicht befinden, binzugefiigt wurde. Auf Grund einer Kontaktbrem- 
sung der Zellen wurde keine Proliferation festgesteUt. Bei einem solchen Modell kann man 
die toxische Wirkung der Substanz feststellen, d.h. diese von der j^statischen Wirksamkett 
trennen Bei der Verwendung dieses Modells hat man festgestellt, dass die Sub^ tiber erne 
eigene zytotoxische Wirkung bei einer Konzentration von liber 2,5 mg/ml verfiigt, unabhan^ 
Ja davi Ob die nichllesliche Fraktion entfemt wurde Oder nicht. Die AbhSngigkeit von der 
Dosis ist jedooh sehr sohwach ersichtlich. Zu erwahnen ist, dass bei der Inkubation mit den 
proliferierten Zellen die toxische Wirkung bedeutend sohwScher ist, was mogUeherweise da- 
Lt in Zusammenhang steht, dass eine Wirkmig imieihalb von 24 Stunden reg^tnert wurde 
und nicht naoh 72 Stunden. wie dies bei den proliferierten Zellen F-11 ist (exne lang^e 
Zellinkubation ixn Zustand einer monomolekularen Schicht kam» zum Tod der KontroUzellen 
flihren). 

Die vorUegenden Ergebnisse zeigen, dass die Testsubsl^ nicht nurtiber einc ^-tatische 
Wirkung. sondem aueh aber eigene zytotoxische Akitivitat verfugt. D.e zytotoxische Ak1.v^ 
tat war jedoch wesentlich geringer als die gesamte zytotoxische und zytostatische Aktivxtat, 
obwohl diese bei gleicher Konzentration beobachtet wurden. 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die aus tierischem Blut mit Elektroschock 
^u&rtuuwv «ii in H^.r nn'iiemnff 0 1 - 1,1 mg/ml eme um 10-40% 

n-ffl. Grades gewonnene Substanz SI m der Dosierung u,i y „^,n^;«i 

hehere Proliferation der menschiichen Zellen der Linien Jurkat, Raji, Bro, Mg63, HT1068 
und HegL2 hervotruft als jene der Kontrollgruppe. In Bezug auf die Zellen der Linien Hela. 
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MCF-7 JMR-32 Lymphozyten des peripheren Bluts bewirkt die in hSherer Dosierung 
verwendete Substanz (2,5 - 20 mg/ml) eine festeteUbare Hemmimg der Proliferation sSinth^ 
Cher von tms untersuchten Krebszellen des Menschen. Die SensibiUtat der Zellen gegeniiber 
der Substanz SI liegt deutlich hoher als gegeniiber dem bekannten tumorbekampfenden Pra- 
parat Doxorubizin. Be..ugnehmend auf den Einschlxiss von Mymidin in die BiosynHiese 
DNS hat die Substanz sowobl eine zytostatische als auch zytotoxische Wirknng. 
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j^ATENT AN SP RUCHE 

1. Verfahren zur Gewiimung eines biologisch aktiven Serums aus Spenderblut, welche die 
Elektrostimulation des Kopfe$, Blutentnahme, Inkubation, Serumisolierung, Lyophili- 
sierung des Serums und die darauffolgende Gaoimastrahlenbehandlurig beinhaltet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 ^ dadwch gekeimzeichnet, dass als Spenderblut das Blut von 
Gefliigel, insbesondere von Hiilmem eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Ansprucb 1 oder 2, dadurch gekenxizeichnet, dass naoh einer 3 bis 4 
Sekunden dauemden Elektrostimulation des Hiihnerkopfes im Bereich von 80 bis 120 
Volt, bevorzugt im Bereich von 110 bis 120 Volt das Blut entnommen wird- 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass Co^ jRjr die Be- 
strahlung im 25±5,0 kGy - Bereich verwendet wird. 

5. Blutserum, das aus Arterien- und Venenblut geraafi einem der Anspruche 1 bi$ 4 ge- 
wonnen wird, insbesondere aus dem Arterien- und Venenblut von GeflugeL 

6. Blutserum nach Anspruch 5, mit einer biologischen Akdvitat in einer Konzentration 
von 95 mg/kg bis 105 mg/kg de$ K6rpergewichts des Spendertieres. 

7. Blutserum naoh Anspruch 5 oder 6> das den Energiewechsel und den Gehalt an :2ykli- 
scher Adenosiranonophosphorsaure im Him^webe erhoht, den Lem- und Bildungspro- 
2;e$$ des Langzeiigeda.chtnisses ibrdert^ die Kramp&ktivitSt senkt und bei schv^ren 
Epilepsieforracn vor dem Tod schutzt . 

8. Blutserum nach einem der AnsprGche 5 bis 7» dadurch gekennzeiohnet, dass es sowohl 
eine zytostatische, als auoh eine 2ytotoxische AktivMt besitzt. 

9. Blutsmun nach einem der Anspruche 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Sen- 
sibilitat der Zellen des humanen T-Zell-Lyinphom$ der Linie Jiurkat^ Zellen des huma- 
nen B-ZeU-Ljmiphoms der Linie Raj, Zellen der hmnanen Melanomzellen der Linie 
Bro, Zellen des Gebarmutterhalskarzinoms der Linie HeLa, Zellen des Adenokarzinoms 
der MilohdrUse der Linie MCF-7s Zellen des Osteosatkoms der Linie Mg63 nnd des 
Fibrosarkoms det Linie HT1080;> Zellen des Newoblastoms IMR-32 und des Hepato- 
karzittoms der Linie HepG2 gegeniiber der Substanz SI hSher liegen als im Vergleichs- 
fall mit Doxorubizin. 

10. Pharmazeutische Zusammensetzung, die eine effektive Menge an Blutserum gemaB 
einem der Anspruche 5 bis 9 enthalt und gemaS einer der in den Anspriichen 1 bis 4 
dargelegten Method© hergestellt wird, und bei Bedarf zusMtzlich auoh ein pharmazeu- 
tisch vertretbares Medium, FuUimgs- bzw. Losungsmittel enthalt. 

IL Pharmazeutisohe Zusanunensetzung nach An$pruch 10, die den Energiewechsel und 
den Gehalt an zyklischer Adenosimnonophosphorsaure im Himgewebe erhoht , den 
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Lem- und Bildungsprozess des Langzeitgedaohtnisses iSrdert, die Krampfaktivitat senkt 
und bei schweren Epilepsieformen vor dem Tod schiHzt . 

12. Phamazeutische Zusammenseteung nach Anspruch 10 Oder 11, die in Losungs-, 
Tabletten-, Zapfchen-, Pulver- oder Kapselform hergesteUt ist 

13. Pharmazeutische Zusammememing nach Anspruch 10 bis 12 unter Verwendimg von 
destilliertem Wasser als Losvutgsmittel. 

14. Pharmazeutische Zusammemetztmg nach Anspruch 10 Ws 12 unter Verwendung von 
Kakaobutter, Vitebsol als Tragersubstanz. 

15 Verfahren zur Erhohung des Energiewechsels und des Gehalfes an zykliscdier Adcnosin- 
monophosphotsaure im Himgewebe durch Zirfuhrung eines Blutserums gemSB einem 
der Ansprache 5 bis 9 oder einer pharmazeatischen Znsammen$etzung gemSB emem der 
An^jriiche 10 bis 14. 

16. Verfahren nach Anspruch 15. bei der die Ef&ktivdosis von 95 bis 105 mg/kg KOiperge- 

wicht des Patienten betragt. 
17 Verfahren zur FQrderung des Lem- und Bildungsprozess des LaDgs^eitgedachtnisses 

duich Zuflihrung eines Blutserums gemaB einem der Ansprache 5 bis 9 oder emer 

phannazeutischen Zusammenseteung gemSB einem der Anspriiche 10 bis 14. 
18. Verfahren nach Anspruch 17, bei der die Effektivdosis von 95 bis 105 mg/kg Koiperge- 

wicht des Patienten betragt. 
19 Verfahren zur Senkung der Krampfaktivitat und zum Scbutz vor dem Tod bei schwerem 

Epilepsiegrad, gekemizeichnet durch die ZufQhrung einer pharmazeutischen Zusam- 

mensetzung gemSB einem der Anspniche 10 bis 14. 
20. Verfahren nach Anspmch 19, bei der die Effektivdosis von 95 bis 105 mg/kg K5rperge- 

■wicht des Patienten betragt. 

21 Verwendung eines Blutserums nach einem der AnspriSche 5 bis 9 oder einer phar- 
mazeutischen Zusammensetzung gemaB einem der Anspniche 10 bis 14. zur E^gulie- 
rung der Proliferation unterschiedUcher menscbUcher Tumorzellen, vergleiohbar den 
Zellen des humanen T-Zell-Lymphoms der Lmie Jurkat, Zellen des humanen B-Zell- 
Lvmphoms der Linie Raj, ZeUen der hmnanen Melanomzellen der Linie Bro. Zellen des 
Gebarmutterhalskaizinoms der Lime HeLa, Zellen des Adenokarzinoms der MilohdxQse 
der Linie MCF-?, Zellen des Osteosarkoms der Linie Mg63 md des Fibrosarkoms der 
Linie HT1080, Zellen des Neuroblastoms IMR-32 und des Hepatokaizinoms der Linie 
HepG2. 

22 Verwendung eines Blutserums nach einem der Anspniche 5 bis 9 zur Regulierung der 
Proliferation unterschiedlicher menschUcher Tumorzellen nach Anspruch 21, dadurch 
gekennzeichnet, dass zw Stimulienmg der Zellprolifemtion eine Dosierung von 0,1 - 
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1,1 mg/ml Flussigkeitsmenge tmd zur Hemmung eine Dosis von 2,5 - 20 rog/ml FlQs- 
sigkeitsmenge eingesetzt wird, 
23 Verwendung eines Blutsenuns nach etoem der Ansprilohe 5 bis 9 zur Regulierung der 
Proliferation mrterschiedlicher mcnschUcher Tumorzellen vergleichbar den ZeUen der 
Linie Hela MCF-7. JMR-32 md Lymphozyten des peripheren Bluts nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeiohnet. dass es in einer Dosienmg von ttber 2,5 mg/ml Fltlssigkeits- 
menge eingeset2± wird. 



2003 12 18 
Ba/Ka 



Vt> 10:43 JfAA +43 J. »W2 **» 



026 18.12.2003 16:44: 



.22' 



ZTTSAMME NFASSUNG 

Die vorUegende Erfindung gehort zur Medizin und wird zur Gewimmg eines biologisch ak- 
tiven und mit Elektroschook behandelten Blutsemms verwendet, welches sich bei einigen 
Erkrankungen und Storungen des menschlichen imd tierischen Organismiis als niitzUch er- 
weist (Energiewechsel und Gehalt an zyklischer Adenosinmonophosphorsauie im Himge- 
webe Langzeitgedachnis, Epilepsie usw.) Weiters wird die Verwendimg des erfindungsge- 
maBek Blutserums zur ReguUerung der Proliferation unterschiedUcher menschlicber Tumor- 
zellen behandelt. 



(Abb. 1) 
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